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Purpose: Mesangial cell extracellular matrix (ECM) synthesis 
plays an important role in various renal diseases. 
Mycophenolic acid (MPA), which is an inhibitor of inosine 
monophosphate dehydrogenase (IMPDH), inhibits mesangial 
cell proliferation and ECM synthesis. However, the exact 
mechanism of MPA has not been clearly elucidated in 
mesangial cells. To examine the relative importance of 
IMPDH on the inhibitory action of MPA, we compared the 
effects of MPA or IMPDH2 siRNA on platelet-derived growth 
factor (PDGF)-induced fibronectin secretion and cellular 
reactive oxygen species (ROS) in mouse mesangial cells 
(MMC). Methods: MMC were stimulated with PDGF 10 ng/ml 
with or without MPA 0.1∼10μM, IMPDH2 siRNA 10∼50 
nM, or N-acetylcystein (NAC). IMPDH2 siRNA was transiently 
transfected by lipofectamine for 24 hours. MPA 0.1∼10μM, 
ribavirin 10∼100μM, and NAC 5 mM were administered 1 
hour before the stimulation. Cell viability was measured by 
methylthiazoletetrazolium (MTT) assay, fibronectin secretion 
by Western blot analysis,  and dichlorofluorescein 
(DCF)-sensitive cellular ROS by flow  cytometry. Results:
PDGF 10 ng/ml effectively increased fibronectin secretion 
and cellular ROS in MMC. MPA and NAC at concentration 
without affecting basal level of fibronectin and cellular ROS 
ameliorated PDGF-induced fibronectin secretion and cellular 
ROS. However, IMPDH2 siRNA only partially reduced PDGF- 
induced fibronectin secretion and cellular ROS in MMC. 
Conclusion: These results suggest that MPA may inhibit 
PDGF-induced fibronectin secretion partly through IMPDH2 
or cellular ROS in MMC, and there may be other mechanisms 
on the inhibitory action of MPA in mesenchymal cells. (J 
Korean Soc Transplant 2007;21:210-215)
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서      론
  신장이식후 급성거부반응의 발생빈도가 감소하고 1년 
이식신 생존율이 향상되고 있음에도 불구하고 이식후 1년
이상 경과되어 발생하는 만성 이식신 기능부전증의 발생빈
도는 감소하지 않고 있다. 
  신장이식 후 발생하는 만성 이식신 기능부전증은 이식신 
소실의 주요 원인으로, 특징적인 병리 소견은 내막증식증
이나 혈관경화증 등과 같은 혈관병변, 세뇨관의 위축 및 사
구체 병변으로 구분될 수 있다. 이러한 병리소견은 혈관중
막 내에 위치한 혈관 평활근세포의 증식은 물론 사구체 혈
관간세포의 증식으로 초래되는 것으로 알려져 있다. 사구
체 혈관간세포와 세포외기질은 신사구체 총맥의 기능을 유
지하는데 중요한 역할을 하는 구조로서, 사구체경화증을 
일으키는 질환에서 사구체 혈관간세포의 증식과 세포외 기
질의 침착은 공통적인 병리소견이다.(1,2) 현재 임상에서 사
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용중인 mycophenolic acid (MPA)는 혈관 평활근세포 및 사
구체 혈관간세포의 증식 및 세포외기질 합성을 억제함이 
보고되어 있다.(3-6) 
  MPA는 세포내 guanosine 합성에 중요한 효소인 inosine 
monophosphate dehydrogenase (IMPDH)에 대한 선택적이고 
비경쟁적인 억제제(7)로서 면역세포의 사멸을 유도할 뿐 아
니라 각종 중배엽성 기원 세포의 증식 및 세포외기질 합성
을 억제한다. 본 연구진은 흰쥐 혈관 평활근세포와 사구체 
혈관간세포에서 MPA가 platelet-derived growth factor (PDGF) 
또는 oleic acid에 의한 세포증식 및 ECM 합성을 억제하고 
IMPDH 의존적 또는 비의존적인 경로를 통하여 세포내 신
호전달계가 억제됨을 이미 보고한 바 있다.(3-6) 특히, 세포
내 guanosine 합성은 세포나 조직에 따라 salvage와 de novo 
경로의 이용을 달리하기 때문에, 주로 de novo 경로를 억제
하는 MPA의 기전을 고려해 볼 때, 상대적으로 de novo 경
로의 이용이 적은 사구체 혈관간세포에서 IMPDH와 MPA
의 억제 기전에 대한 분자생물학적 수준에서의 이해는 필
수적이다.
  세포내 활성산소족(reactive oxygen species: ROS)은 PDGF
에 의한 혈관 평활근세포의 증식에 있어서 중요한 역할을 
함이 인식된 이후 중요한 세포내 신호전달자로 알려져 왔
다.(8,9) 다양한 질환에서 ROS의 역할이 발견되고 있고, 본 
연구진 또한 이식후 1년 이상 경과한 환자의 혈액내 단핵구
의 세포내 ROS와 혈청내 지질과산화물이 증가함을 보고한 
바 있다.(10,11) 또한 MPA가 혈관 평활근세포 및 내피세포
에서 ROS 억제능을 보인 바 있으므로,(3,12) 약물의 부작용
이나 새로운 억제기전 존재의 가능성을 고려한다면 MPA의 
표적분자인 IMPDH의 유전적 억제방법을 이용하여, 세포 
활성화 및 ROS를 억제하는 MPA의 효과와의 비교를 통해, 
IMPDH의 중요성에 대한 좀 더 자세한 연구가 필요하다.
  본 연구에서는 MPA와 IMPDH의 small interference RNA 
(siRNA)가 PDGF-BB에 의한 사구체 혈관간세포의 fibro-
nectin 분비와 세포내 활성산소족 생산에 미치는 영향을 비
교 검색하였다.
방      법
    1) 생쥐 사구체 혈관간세포(mouse mesangial cell) 배양
  생쥐 사구체 혈관간세포는 SV-40로 변형시킨 immorta-
lized cell line을 ATCC에서 구입하여 사용하였다. 세포배양
은 5% 우태아혈청(fetal bovine serum, Invitrogen, Gaithers-
berg, MD, USA), 100 U/ml penicillin (Sigma Chemical Co., 
St. Louis, MO, USA) 및 100 ㎍/ml streptomycin (Sigma 
Chemical Co.)을 함유한 Dublecco's modified Eagles medium 
(DMEM, Invitrogen)에서 배양하였다. 
    2) Methylthiazoletetraolium (MTT)
  실험이 종료된 후 phenol-red와 혈청이 배제된 DMEM 배
지에 1 mg/ml이 되도록 MTT를 분주하여 37℃에서 1시간 
동안 반응시킨다. Extraction buffer (20% SDS, 50% N, 
N-dimethylformamide, pH 4.7)를 첨가한 후 24시간 경과 후 
microplate reader (SpectraMax 340, Molecular Devices Co., 
CA, USA)를 이용하여 562 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
    3) Flow cytometry
  실험이 종료된 세포를 PBS로 2회 세척한 후 산화에 민감
한 형광소식자인 5-(and-6)-chloromethyl-2', 7'-dichlorodihydro 
-fluorescein diacetate (DCFH-DA, Molecular Probe, Eugene, 
OR, USA) 5μM을 첨가하여 20분 동안 세포 배양기에 방치
하여 세포 내로 염료를 유입시켰다. 유입되지 않은 염료를 
세척하여 제거한 후 FACS (Becton Dickinson Immunocy-
tometry System, Mountain View, CA, USA)로 형광(excitation; 
485 nm, emission; 530 nm)을 측정하였다.
    4) IMPDH siRNA 제작 및 세포내 유입
  생쥐에 특이적인 2형 IMPDH의 siRNA는 Ambion사에서 
제공하는 pre-designed siRNA를 주문하여 사용하였다. 기초
실험에서 정해진 농도의 siRNA를 lipofectamine과 plus 
reagenet를 혼합한 용액에서 각각 15분간 반응시킨 후 24시
간 동안 세포내 유입을 유발하였다. Cy3가 부착된 siRNA를 
사용하여 세포내 유입 정도를 형광현미경으로 관찰하였고, 
IMPDH2의 mRNA 표현을 realtime PCR로 측정하여 siRNA
의 효과를 측정하였다.
    5) Realtime RT-PCR
  총 RNA는 TRIzol (Invitrogen)로 분리하였고, 정량한 5μg
의 RNA는 reverse transcription premix (Maxime RT premix, 
인트론, 서울, 한국)으로 42℃에서 50분간 반응시킨 후 95℃
에서 10분간 반응하여 cDNA를 합성하였다. IMPDH2의 
mRNA 수준은 SYBR green이 포함된 realtime PCR premix 
(Takara, Tokyo, Japan)를 사용하여 7500 Realtime PCR 
System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)로 분석하였
다. PCR 산물의 특이성을 확인하기 위하여 melting curve와 
agrose gel 전기영동을 시행하였다.
    6) Western blot 분석
  실험이 종료된 세포는 배양액을 수거하여 fibronectin 분
석에 사용하였다. 수거한 배양액은 5,000 rpm, 4℃에서 5분
간 원심분리하여 세포의 잔해물을 제거하였다. 배양액을 
제거한 세포는 냉장보관 PBS로 1회 세척한 후 lysis buffer 
(20 mM Tris-HCl, pH 7.0, 137 mM NaCl, 1% Triton X-100, 
0.2 mM PMSF, 1 ㎍/ml aprotinin, 20μM leupeptin)를 넣고 
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Fig. 1. IMPDH2 mRNA expression (A) and cell viability (B) transfected with IMPDH2 siRNA in mouse mesangial cells. Data are presented 
as the mean±SE of five experiments. *P＜0.05 vs. control.
Fig. 2. Fibronectin secretion exposed to PDGF with or without 
MPA (A), IMPDH2 siRNA (B), or NAC (C). Data are 
presented as a representative Western blot of five expe-
riments. 
얼음 위에서 10분간 반응시켰다. 세포를 12,000 rpm, 4℃에
서 15분간 원심 분리하여 상층액을 취하여 Bio-Rad protein 
assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 사용하여 단백을 
정량하였다. 세포내 단백으로 보정된 배양액은 sample 
buffer (12 mM Tris-HCl, pH 6.8, 0.5% glycerol, 0.4% SDS, 
2.88 mM 2-mercaptoethanol, 0.02% bromophenol blue)와 혼합
하여 95℃에서 5분 동안 가열하였다. 6% SDS-polyacryla-
mide gel electrophoresis (SDS-PAGE)에서 전개 분리한 후 
nitrocellulose 흡착지(Bio-Rad)에 전이시켰다. 단백에 대한 
molecular marker를 사용하여 전개와 전이 정도를 확인하였
다. 흡착지를 5% non fat dry milk blocking 용액에 넣고 상온
에서 1시간 동안 반응시켰다. 0.1% Tween 20을 포함한 Tris 
완충액으로 2회 세척한 후 horseradish peroxidase (HRP)가 
결합된 fibronectin 항체(DAKO Japan Co., Tokyo, Japan)로 1
시간 동안 상온에서 반응시킨 후 15분씩 4회 세척하였다. 
Enhanced chemiluminescence (ECL, Amersham, Buckingham-
shire, UK) kit을 이용하여 항체를 검출하였다. 
    7) 통계처리
  모든 실험결과의 측정치는 “평균±표준 오차”로 나타내었
고, 각 군간의 통계학적인 비교는 분산분석(ANOVA)과 
Fisher의 최소유의차 검정법을 시행하여 P값이 0.05 미만인 
경우에 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 
결      과
    1) IMPDH2 siRNA 투여가 생쥐 사구체 혈관간세포의 
IMPDH2 mRNA 표현과 세포활성에 미치는 영향
  생쥐 사구체 혈관간세포에서 IMPDH2 mRNA 표현을 측
정하여 IMPDH2 siRNA의 세포내 유입효과를 측정하였다. 
IMPDH2 mRNA 표현은 IMPDH2 siRNA를 10 nM 이상 투여
하였을 때 90% 이상 감소되어 통계적으로 유의하였다(Fig. 
1A, P＜0.05). 실험에 사용한 농도의 IMPDH2 siRNA는 기저
수준의 세포활성에 영향이 없었다(Fig. 1B, P＞0.05).
    2) MPA, IMPDH2 siRNA 및 NAC가 PDGF에 의한 
fibronectin 분비에 미치는 영향
  PDGF 10ng/ml 투여 후 24시간에 생쥐 사구체 혈관간세포
의 fibronectin 분비는 효과적으로 증가되었고, MPA는 1μM 
이상의 농도에서 PDGF에 의하여 증가된 fibronectin 분비를 
현저히 감소시켰다(Fig. 2A). 반면에 IMPDH2 siRNA는 
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PDGF에 의하여 증가된 fibronectin 분비를 기저수준까지 감
소시키지 못하여 부분적인 효과만을 나타내었다.(Fig. 2B)  
   기존 연구에서 MPA의 효과가 주요 표적단백인 IMPDH2
와 함께 활성산소족의 억제를 통하여 나타났으므로, 항산
화제인 NAC를 투여하여 실험하였다. NAC 5 mM은 PDGF
에 의하여 증가된 fibronectin 분비를 효과적으로 감소시켰
다(Fig. 2C).
    3) MPA와 IMPDH2 siRNA가 PDGF에 의한 세포내 
활성산소족에 미치는 영향
  PDGF 10ng/ml은 생쥐 사구체 혈관간세포의 세포내 활성
산소족을 5분에, 대조군과 비교하여 1.9배 증가시켰다.(Fig. 
3A, P＜0.05) MPA는 농도의존적으로 PDGF에 의한 활성산
소족 증가를 억제하여 100 nM 이상에서 통계적으로 유의하
게 억제하였다(Fig. 3B, P＜0.05). IMPDH2 siRNA 투여는 
PDGF에 의하여 증가된 세포내 활성산소족을 기저 수준의 
1.3배로 감소시켰다(Fig. 3C, P＜0.05).
고      찰
  신장이식 후 발생하는 만성 이식신 부전증이 이식신 소
실의 중요 원인임에도 불구하고 아직까지 임상적으로 만족
할 만한 치료법이 없는 실정이다. 현재 신장이식 후 장기생
존율의 향상을 위해 만성 이식신 부전증을 예방하고 진행
을 억제할 수 있는 기전과 약제의 개발이 연구 중에 있
다.(1,2) MPA는 사구체 혈관간세포의 증식뿐만 아니라 세
포외기질 단백의 생산 및 축적을 억제할 수 있는 약제로서, 
임상적으로도 이식신의 생존율을 증가시키고 만성 이식신 
부전증으로의 진행을 억제한다는 보고가 있다.(13,14) 현재
까지 MPA는 다양한 자극에 의한 세포외기질 단백 합성을 
억제함이 보고되어 있고, 본 연구에서도 MPA는 생쥐의 사
구체 혈관간세포에서 PDGF에 의하여 증가된 fibronectin의 
생산을 농도의존적으로 억제하였다. MPA의 fibronectin 생
산 억제 효과는 본 연구진에서 일차 배양한 흰쥐의 사구체 
혈관간세포 및 혈관 평활근세포에서 얻어진 결과뿐만 아니
라,(5,6) 다른 연구진의 사람 사구체 혈관간세포에서 TGF-
β1에 의하여 증가된 세포외기질 단백 합성을 억제하는 결
Fig. 3. Cellular ROS exposed to PDGF (A) with MPA (B) or 
IMPDH2 siRNA (C). Data are presented as the mean±SE 
of five experiments. *P＜0.05 vs. control. †P＜0.05 vs. 
PDGF alone.
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과와 일치한다.(15)
  MPA가 사구체 혈관간세포에서 증식 및 세포외기질 단백 
합성을 억제하는 기전으로서 기존의 주요 표적 분자인 
IMPDH2가 제시되고 있고, 이미 외부에서 투여한 guanosine
이 이를 회복시키는 결과가 있다.(16) 하지만, 외부에서 투
여한 guanosine은 MPA의 혈관 평활근세포의 증식 억제를 
부분적으로 회복시켰다.(3) 이는 중배엽성 기원의 세포에서 
IMPDH2의 역할이 제한적인 기존의 보고(6)와 함께 MPA가 
다른 약리학적 기전을 통하여 세포의 증식 및 세포외기질 
단백의 생산을 억제할 수 있음을 시사한다. 실제로 
IMPDH2의 siRNA는 효과적으로 PDGF에 의하여 증가된 
fibronectin 생산을 억제하였지만, 그 효과가 제한적이었다. 
이는 외부에서 투여한 guanosine이 MPA의 억제효과를 부
분적으로 회복시킨 결과와 함께 MPA의 세포 증식 및 세포
외기질 단백 합성에 대한 억제 효과가 IMPDH2를 경유하지
만 부분적임을 시사하는 것이다. 또한, NAC가 PDGF에 의
한 사구체 혈관간세포의 fibronectin 분비를 억제한 결과는 
혈관 평활근세포나 내피세포뿐만 아니라 사구체 혈관간 세
포에서도 세포내 활성산소족이 PDGF에 의한 fibronectin 분
비에서 중요한 역할을 하며, MPA의 fibronectin 분비 억제가 
세포내 활성산소족에 대한 억제 기전을 경유하여 발생할 
수 있음을 시사하고 있다.
  세포내 활성산소족은 다양한 세포내 신호전달계의 활성
화뿐만 아니라 세포의 증식과 세포외기질 단백의 합성에도 
중요한 역할을 하는 세포내 공통신호전달계로서 기존 연구
에서 MPA의 대체 표적으로 제시되고 있다.(3,12) 본 연구에
서도 PDGF에 의하여 세포내 활성산소족은 5분에 최대로 
증가하고 다른 시간대에서는 변화가 없었다. MPA는 PDGF 
투여 후 5분에 증가된 세포내 활성산소족에 대하여 농도의
존적인 감소효과를 보였다. 하지만, IMPDH2 siRNA는 
fibronectin 생산억제와 유사하게 PDGF에 의한 세포내 활성
산소족을 부분적으로 억제하였다. MPA는 일차배양한 흰쥐 
사구체 혈관간세포에서 세포내 신호전달계 중 p38 mitogen- 
acitvated protein kinase를 억제하며, 외부에서 투여한 guanosine
이 부분적인 회복효과를 보인다.(5) MPA가 사구체 혈관간
세포에서 세포내 활성산소족을 억제한 것은 혈관 평활근세
포와 내피세포에서 제시된 기존의 항산화 효과와 함께 새
로운 MPA의 표적으로서 세포내 활성산소족의 중요성을 입
증한 것이다. 
결      론
  본 연구의 결과는 MPA가 PDGF에 의하여 유도된 생쥐 
사구체 혈관간세포의 fibronectin 분비를 억제하며, MPA에 
의한 활성산소족 억제가 생쥐 사구체 혈관간세포의 활성화
를 억제하는 기전이 될 수 있음을 제시하였을 뿐만 아니라, 
MPA가 기존에 알려져 있던 주요 작용기전인 IMPDH2를 통
한 효과뿐만 아니라 다른 기전을 통하여 작용할 수 있음을 
시사하고 있다.
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